Cultivo de fibroblastos necesarios para la construccion
del equivalente cutaneo.
Fotografia: Direccion de Comunicaciones.
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Los sustitutos de piel son constructos hechos
a partir de células humanas y pueden ayudar a
estudiar la piel de las personas y a probar sus-
tancias potencialmente dafinas, lo que hace que
sean una poderosa alternativa al uso de animales
de laboratorio.
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unque parezca increible, cada hora perdemos mas
de 1millén de células muertas de la superficie de nuestra piel. Por eso, es
necesario que constantemente nazcan nuevas células para reemplazar
aaquellas perdidas y formar la capa mas externa de la piel: la epidermis.
Esta esla parte de la piel que se puede ver y esta compuesta en su mayo-
ria por células llamadas queratinocitos, que se dividen constantemente
y cambian de funcién y forma mientras se dirigen a la superficie de la
piel. Alli se quedan brevemente y luego comienzan a morir y a despren-
derse, haciendo que todo el ciclo se repita.

Bajo la epidermis encontramos la capa de la piel mas interna co-
nocida como dermis. Se compone principalmente de células llamadas
fibroblastos, los cuales se encargan de producir proteinas y otros com-
ponentes que forman la red donde residen las células, es decir, la matriz
extracelular —MEC—.

Estas dos capas trabajan juntas para cubrir todo el cuerpo y prote-
gernos contra agentes externos nocivos. Curiosamente, hasta hace poco
se pensaba que la piel no tenia papel inmune y que era solo una envol-
tura que protegia los drganos del cuerpo. Sin embargo, ahora se sabe
que participa activamente en el sistema inmune gracias a la presencia
de las llamadas células dendriticas. Estas interactuan con agentes ex-
ternos y pueden poner en marcha una respuesta inmune.

Productos de uso diario, como cremas, jabones o tratamientos
para el cabello, pueden afectar la piel y producir sensibilizacion, es de-
cir, una reaccion de las células dendriticas en la piel que da lugar a una
respuesta alérgica como resultado de exposiciones posteriores. Por tal
motivo, es muy importante determinar el potencial de sensibilizacion
de cualquier producto antes de que pueda ser comercializado.

Actualmente, la mayoria de las investigaciones para evaluar el
riesgo de una sustancia se llevan a cabo en animales. Sin embargo,
dados los cuestionamientos éticos que suscita el uso de los animales
de experimentacion y el hecho de que la piel animal no es una fiel
representacion de la piel humana, en los ultimos anos se han venido
desarrollando métodos alternativos para estudiar la respuesta de la
piel a estas sustancias potencialmente daninas. Por esto, en el Grupo
de Investigacion Ingenieria de Tejidos y Terapias Celulares —GITTC—
de la Universidad de Antioquia se ha venido trabajando en la genera-
cion de sustitutos de piel, que se componen de células cultivadas en
el laboratorio y organizadas de tal forma que imitan la estructura y
funcién de este érgano.
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Elaboracion de

sustitutos cutaneos
En el GITTC realizamos un es-
tudio en el que buscamos crear
sustitutos de piel con un compo-
nente inmune para evaluar el po-
tencial sensibilizante de sustan-
cias quimicas. El primer paso fue
obtenerlas células. Para esto, par-
timos de sangre y de fragmentos
de piel obtenidos de biopsias o
cirugias reductoras. Gracias a tra-
tamientos con enzimas, encarga-
das de romper las uniones entre
célula y célula y entre las células
y la MEC, pudimos obtener que-
ratinocitos y fibroblastos de las
biopsias. Por otro lado, dado que
la sangre contiene muchos tipos
distintos de células, utilizamos
el método de gradiente de den-
sidad para separar las diferentes

Proceso de construccién del equivalente cutaneo.
Fotografia: Direccién de Comunicaciones.
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poblaciones celulares con base en su densidad. Asi, en primer lugar, obtuvimos
una mezcla de linfocitos y monocitos, que son células especiales del sistema in-
mune. Luego, aislamos los monocitos por medio de la separacién magneética. En
este caso, se utilizan esferas magnéticas que se adhieren especificamente a los
monocitos que luego son aislados gracias a un iman.

Entonces procedimos con la construccion del sustituto de piel. Para esto, de-
biamos recrear tanto la dermis como la epidermis. Para la dermis elaboramos un gel
de fibrina, donde incorporamos los fibroblastos. La fibrina es una proteina del plas-
ma sanguineo y participa en la formacion de coagulos de sangre. En nuestro estudio
tomamos plasma sanguineo, incorporamos los fibroblastos e imitamos el proceso
de coagulacion gracias a la adicién de calcio, obteniendo asi un gel con fibroblastos
embebidos y con caracteristicas similares a las de los coagulos. Este se convirtié en
nuestro sustituto dérmico.

Para la creacion de la epidermis, utilizamos el gel de fibrina como soporte para
sembrar en unos casos queratinocitos y en otros queratinocitos y monocitos. Estos
cultivos fueron alimentados por 21 dias, pues este es el tiempo en el cual los querati-
nocitos crecen y cambian de funcion, formando la epidermis.

El potencial de los monocitos en los sustitutos de piel
Luego de analizar los sustitutos de piel, comprobamos que el sustituto presentaba
caracteristicas fisicas similares a las de la piel humana y que la presencia de quera-
tinocitos y fibroblastos llevé a los monocitos a convertirse en células dendriticas, es
decir, células del sistema inmune encargadas de iniciar
la respuesta de sensibilizaciéon. Como era de esperarse,
estas no se encontraron en los cultivos generados solo
con queratinocitos. Este resultado indicé que es posible
utilizar monocitos para obtener sustitutos cutaneos
para estudiar la inmunologia de la piel.

Entonces evaluamos la capacidad de los sustitu-
tos de piel para responder a sustancias sensibilizantes.
Para esto aplicamos formaldehido y cloruro de manga-
neso, dos conocidos sensibilizantes. A la vez aplicamos
solucion salina como sustancia control, lo que nos per-
mitié controlar que los efectos detectados no fueran
resultado de otras condiciones de cultivo.

Cuando un sensibilizante entra en contacto con
la piel, las células dendriticas se activan y migran hacia
los nédulos linfaticos, pasando por la dermis. Por este
motivo, decidimos analizar la localizacion de dichas cé-
lulas en nuestros sustitutos luego de la exposicion a las
sustancias de prueba. Observamos que para los sensi-
bilizantes hubo una migracion de células dendriticas,
exhibiendo una localizacion diferente a la del control.
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La promesa de los sustitutos
de piel con celulas del sistema

inmune

Los resultados de nuestro estudio indicaron que
sustitutos de piel compuestos de queratinoci-
tos y fibroblastos pueden promover la diferen-
ciaciéon de monocitos en células inmunes de la
piel. Esto se debe probablemente a las molécu-
las y factores liberados por queratinocitos y fi-
broblastos que «ordenan» a los monocitos con-
vertirse en células dendriticas, seguramente de
diferentes tipos. Adicionalmente, estas células
pudieron migrar a través del gel de fibrina
como respuesta ala sensibilizacion, de mane-
ra similar a lo que sucede en la piel humana.
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Hasta donde sabemos, esta metodologia
no habia sido utilizada antes y representa un
meétodo mas simple para obtener células dendri-
ticas en sustitutos o equivalentes de piel. Adicio-
nalmente, se destaca la posibilidad de obtener
distintos tipos de células inmunes en un sustitu-
toy a partir de un solo precursor como los mono-
citos, mejorando asilos modelos de piel actuales.

Ademas del sistema inmune, los sus-
titutos de piel cuentan con numerosas apli-
caciones en diferentes campos. Por ejemplo,
ademas de sensibilizantes, se pueden utilizar
también para evaluar sustancias irritantes o
corrosivas, para modelar enfermedades como
cancer o psoriasis (y asi desarrollar posibles
tratamientos), para estudiar la pigmentacion
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Los sustitutos de piel son una innovadora
alternativa paraestudiar cémoreaccionariala
piel ante medicamentos o tratamientos. Con
esto se podriareemplazarla experimentacion
en animales como conejos, ratones o cerdos,

Querantinocitos o
y fibroblastos usados tradicionalmente en las etapas
previas a la experimentacién en humanos.
Querantinocitos
y fibroblastos
Células
Querantinocitos dendriticas

Fibroblastos

de la piel (adicionando otro tipo de células
llamadas melanocitos) e incluso como injer-
tos de piel para las personas que han sufrido
quemaduras.

En la actualidad, los modelos de piel
humana disponibles comercialmente tienen
altos costos e involucran largos tramites de
importacion y legalizacién para poder ser uti-
lizados en Colombia, y su transporte puede dar
lugar a una posible pérdida de la calidad del
producto. Adicionalmente, la mayoria se com-
ponen solo de queratinocitos, lo que excluye
su uso en el campo de la inmunologia. Es asi
como, con este proyecto, buscamos obtener un
modelo local que permita el desarrollo y co-
mercializacion de productos en Colombia.

Células dendriticas: tipo especial de célula
inmunitaria que procesa antigenos (molécula
que induce una respuesta inmunitaria) y los
presenta a otras células del sistema inmune.
Enzima: proteina que acelera la velocidad de
las reacciones quimicas en los seres vivos.
Gradiente de densidad: fluido cuya densidad
cambia y que se utiliza en la separacién de dife-
rentes tipos de células por centrifugacion.
Plasma sanguineo: porcion liquida de la sangre.
Nédulos linfaticos: estructuras que filtran
las sustancias conteniendo células del siste-
ma inmune.
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